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1 热 应 激 通过 诱导 奶牛 乳腺 细胞 凋 亡 减 少 乳 蛋 白 
2 高 胜 涛 ! R 江 ! 权 素 玉 ! 南 雪 梅 ! 卜 登 攀 122° 


3 《1. 中 国 农业 科学 院 北京 畜牧 兽医 研究 所 ， 动 物 营养 学 国家 重点 实验 室 ， 北 京 100193;2. 中 
4 ” 国 农业 科学 院 -世界 农用 林业 中 心 ， 农 用 林业 与 可 持续 畜牧 业 联 合 实验 室 ， 北 京 100193;3. 
5 东北 农业 大 学 ， 食 品 安全 与 营养 协同 创新 中 心 ， 哈 尔 滨 150030) 

6 W 要 : 本 试验 旨 在 研究 热 应 激 时 乳 蛋 白 含量 和 产量 降低 与 泌乳 相关 激素 、 乳 蛋白 合成 相关 
7 ”信号 通路 及 乳腺 细胞 凋 亡 的 关系 ， 并 揭示 热 应 激 引起 乳 蛋 白 含量 和 产量 下 降 的 原因 。 选 取 4 
8 ， 头 泌乳 日 龄 、 体 重 、 产 奶 量 相近 的 经 产 健康 荷 斯 坦 奶 牛 作为 试验 动物 。 采 取 2x2 交叉 试验 


9 设计， 试验 共 2 期 ， 每 期 18d (其 中 预 试 期 和 试验 期 各 9 d)，2 期 之 间 间 隔 30 d。 预 试 期 为 
10 热 中 性 环境 ， 自 由 采 食 。 试 验 期 奶牛 随机 分 为 2 组 w=2)， 分 别 为 热 应 激 组 和 配对 限 饲 组 。 

11 ”结果 表明 : 1) 热 应 激 极 显著 降低 了 乳 和 蛋白 的 含量 和 产量 《P<0.01)。2) 热 应 激 对 酷 氨 酸 激 
12 A JAK) -信号 转 导 及 转录 激活 因子 “STAT) 信号 通路 及 KEA (CSN3) 基因 表达 量 没 
13 有 显著 影响 CP>0.05). 3) 热 应 激 显 音 增 加 了 哺乳 动物 雷 帕 霉 素 靶 蛋白 ImITOR) 信 号 通路 中 
14 ”的 mTOR 的 基因 表达 量 CP<0.05)， 且 有 增加 核糖 体 S6 蛋白 激酶 (S6K1) 基 因 表达 量 的 趋势 


uy 


15 (0.05<P<0.10)。4) 热 应 激增 加 了 乳腺 细胞 中 与 细胞 凋 亡 相关 的 半 胱 氨 酸 蛋白 酶 3CCASP3)、 
16 ” 环 氧 合 酶 -2 (COX2) 基因 的 表达 量 (P<0.05), BAI B 淋巴 细胞 瘤 -2 相关 X ZEA (BAX) 


17 ”基因 表达 量 的 趋势 (0.05<P<0.10)。 综 合 可 知 ， 热 应 激 可 能 并 不 是 通过 调控 单个 乳腺 细胞 合 
18 ”成 乳 蛋 白 的 能 力 来 影响 乳 蛋 白 的 含量 和 产量 , 而 是 通过 诱导 乳腺 细胞 的 凋 亡 , 减少 可 用 于 乳 
19 ”蛋白 合成 的 乳腺 细胞 的 数量 来 影响 的 。 


20 ”关键 字 : FAD, ILEA; JAK-STAT; mTOR; 细胞 凋 亡 


21 ”中 图 分 类 号 :S852.2 
22 热 应 激 可 引起 牛奶 中 乳 蛋 白 含 量 的 降低 ， 从 而 降低 夏季 牛奶 品质 (9。 探 明 由 热 应 激 直 
23 ，” 接 引起 乳 蛋 白 含量 下 降 的 原因 , 对 提升 夏季 热 应 激 时 期 的 乳品 质 具 有 非常 重要 的 意义 。 奶牛 
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在 热 应 激 条 件 下 通过 降低 干 物质 采 食 量 (DMI) 73 


Chinay ny Ades 
ChinaX ive FEK 


动机 体内 分 泌 激 素 的 平衡 以 适应 热 应 激 


状态 B， 乳 蛋白 的 合成 受到 激素 的 调控 和 驱动 由 ， 其 中 主要 包括 生长 激素 (growth hormone, 


GH)、 催 乳 素 (prolactin, PRL)、 胰 岛 素 (insulin, INS) 及 类 胰岛 素 样 生长 因子 1 (insulin-like 


growth factors-1, IGF-1) 回 ， 这 些 激素 主要 通过 Janus 激酶 (Janus kinase JAK) -信号 转 导 及 


转录 激活 因子 (signal transducer and activator of transcription,STAT)、 哺 乳 动 物 雷 怕 霉 素 靶 蛋白 


(mammalian target of rapamycin, mTOR ) 等 信号 通路 作 / 


来 调控 和 蛋 E 


质 上 


HARSI, 


热 应 激 能 隐 


细胞 瘤 -2 相关 X 蛋白 (B-cell lymphoma-2-associated X protein, BAX) 基因 【〈 促 凋 亡 基因 ) 
的 表达 量 ， 而 BME? 


后 
下 调 外 。 此 外 ， 通 过 设置 与 热 应 激 组 采 食 量 保持 一 致 的 配对 限 饲 组 排除 了 热 应 激 时 采 食量 下 
F 


降 对 牛奶 乳 


降 ， 而 剩余 部 分 的 乳 蛋 白 含量 下 降 由 


Um FA Hil) FL RE B24 


j 于 转录 和 翻译 的 起 始 和 延伸 阶段 ， 


低 细胞 的 活力 ,诱导 细胞 凋 立 8。 通过 体外 培养 乳腺 上 皮 细 胞 ， 研 究 发 现 高 


蛋白 含量 的 影响 ， 并 且 发 现 热 应 激 时 DMI 降低 只 能 解释 一 部 分 的 乳 蛋 白 含 量 


胞 瘤 -2 (B-cell lymphoma-2, Bcl-2) 基因 (抑制 凋 亡 基因 〉 先 上 调 


胞 正常 生长 ,促使 细胞 凋 亡 中 ,还 发 现 热 应 激 上 调 了 乳腺 细胞 中 与 B 淋巴 


热 应 激 直 接 引 起 0022。 


热 应 激 对 生产 性 能 、 乳 成 分 等 方面 影响 已 有 大 量 相关 报道 。 体 外 培养 奶牛 乳腺 细胞 也 表 


明 热 应 激 可 促进 体 儿 


JAK-STAT 和 mTOR 通路 影 


培养 乳腺 细胞 的 凋 亡 四。 但 热 应 激 是 否 通过 活体 牛乳 腺 细胞 中 


响 乳 蛋白 的 合成 , 以 及 热 应 激 是 否 促进 活体 牛乳 腺 细胞 的 调 亡 目 


前 尚未 见报 道 。 本 试验 目的 是 研究 热 应 激 时 乳 蛋 白 含 量 降低 与 泌乳 相关 激素 、 乳 蛋白 合成 相 


关 信号 通路 及 乳腺 组 织 中 绢 
DMI 下 降 而 造成 的 间接 影 


时 乳 蛋白 含量 下 降 提供 理论 依据 。 
1 ”材料 与 方法 


ll 试验 设计 与 饲养 管理 


选取 4 头 泌 乳 日 龄 [ (101+10) d]、 体 重 [ (574436) 


近 的 经 产 健康 荷 


斯 坦 奶牛 ， 随 机 分 配 到 4 个 大 家 畜 环 境 控制 舱 (kooland， 北 京 库 蓝 科技 有 


胞 凋 亡 的 关系 , 并 通过 对 非 热 应 激 牛 限 饲 处 理 排除 热 应 激 时 由 于 
向 ， 从 中 揭示 热 应 激 引 起 乳 蛋 白 下 降 的 直接 原因 ， 为 缓解 热 应 激 


kg]、 产 奶 量 [ (38.0+2.4) kg/d] 相 


IRAE]; 4 mx3 mx2.5 m; 温度 15~40 °C; 相对 湿度 25%~85%; 光照 0~800 Ix， 连续 可 调 )。 


采取 2x2 交叉 试验 设计 ， 试验 共 2 期 ,每 期 18 d〈 其 中 预 试 期 和 试验 期 各 9d)，2 期 之 间 间 
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51 ” 隔 304d。 预 试 期 4 头 牛 均 处 于 热 中 性 环境 [温度 20 °C; 相对 湿度 55%; 温 湿 指数 (THI)65.5; 


52 ”12h 光照 ]， 且 自由 采 食 。 试验 期 试验 动物 随机 分 2 组 (n=2)， 分 别 为 热 应 激 CAS) 组 [温度 : 


53 06: 00—18: 00, 36 C, 18: 00— 06: 00〈 次 日 )，32 C; 相对 湿度 55%; THI 84.5; 12 


54 hh 光照 ] 和 配对 限 饲 (PRD) 组 (温度 20 'C， 相 对 湿度 55%; THI 65.5; 12h 光照 )， 其 中 热 应 


5 ” 激 组 为 自由 采 食 ， 且 提供 足够 量 的 饲 粮 。 配 对 限 饲 组 的 某 天 饲 喂 量 RES) 占 该 组 牛 预 试 
56 ”期 DMI 平均 值 百分比 与 热 应 激 组 此 前 1 d DMI 占 该 组 牛 预 试 期 DMI 平均 值 百分比 (在 


57 ”26.8%~61.0% 之 间 ) 保持 一 致 ， 即 配对 限 饲 组 相对 于 热 应 激 组 错 后 1 d 开始 和 结束 试验 以 及 
58 ”采集 样品 ， 保 证 试验 期 内 热 应 激 组 和 配对 限 饲 组 每 天 DMI 保持 一 致 。THI 设置 参考 热 应 激 


59 BHII, 


S 60 试验 期 间 每 天 早晚 饲 喂 2 次 COS: 00 和 17: 00), AIREARI, 并 记录 每 头 牛 产 奶 量 。 


61 ”于 第 2 天 晨 饲 前 收集 剩 料 并 称 重 。 所 有 试验 动物 自由 饮水 。 根 据 NRC (2001) 奶牛 营养 需 
一 62 ”要 量 推荐 值 (和 9， 配制 饲 粮 ， 精 粗 比 为 50 : S0， 其 组 成 及 营养 水 平 参见 表 1， 以 全 混合 日 粮 


一 63 (TMR) 形式 饲 喂 。 代 谢 室 卫生 管理 按 动 物 营 养 学 国家 重点 实验 室 常 规程 序 进 行 。 
~N 64 RI 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 〈 干 物质 基础 ) 
© 65 Table 1 Composition and nutrient levels of basal diets (DM basis) % 


项 目 Items 含量 Content 


中 


原料 Ingredient 


Eis FR! Alfalfa hay 23.98 
膨化 大 豆 Extruded-soybean 2.08 
全 株 玉米 青贮 Whole corn silage 26.02 
© 蒸汽 压 片 玉米 Steam-flaked corn 21.99 
豆粕 Soybean meal 11.38 
KATIA Rapeseed meal 4.22 
玉米 粉 Corn meal 8.19 
粉 Limestone 1.19 
食盐 NaCl 0.38 
预 混 料 Premix” 0.57 
合计 Total 100.00 
营养 水 平 Nutrient levels” 
酸性 洗涤 纤维 ADF 23.28 
中 性 洗涤 纤维 NDF 43.34 
HEA CP 15.64 
有 机 物 OM 93.21 
干 物质 DM 96.97 
粗 脂 肪 EE 2.33 
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泌乳 净 能 NEL(MJ/kg) 7.07 
66 0 每 千克 预 混 料 含有 One kg of premix contained the following: VA 250 000 IU, VD 65 000 IU, VE2 100 
67 IU, Fe 400mg, Cu 540 mg, Zn2100mg, Mn 560 mg, Se 15mg, 135 mg, Co 68 mg. 
68 3 泌乳 净 能 为 计算 值 ， 由 CPM-Dairy 3.8.0.1V (美国 康 奈 尔 大 学 、 宾 夕 法 尼 亚 大 学 、 迈 纳 农 业 研究 所 共 


69 同 研发 ) 计算 得 出 ， 其 余 为 实测 值 。NEr was a calculated value, and was calculated by CPM-Dairy 3.8.0.1V 


70 researched and developed by Cornell University, University of Pennsylvania, William H. Miner Agricultural 

71 Research Institute], while the others were measured values. 

72 12 样品 采集 

73 预 试 期 和 试验 期 〈 试 验 期 配对 限 饲 组 相对 于 热 应 激 组 错 后 1 d 开始 ) 每 天 3 次 07: 
—_ 74 00. 14: 00, 22: 00) 记录 每 头 牛 的 直肠 温度 、 呼 吸 频率 及 每 个 舱 的 温度 、 湿 度 ; 预 试 期 和 


75 ”试验 期 每 天 采集 牛奶 样品 50 mL CREAR 25 mL)， 乳 样 加 重 铬 酸 钾 防腐 剂 (0.6 mg/mL) 


76 ”混合 均匀 后 于 4 CAM: 预 试 期 和 试验 期 第 2、4、6、8 天 采 食 后 2~3 h 采集 尾 动 /静脉 血液 


77 10 mL, 静 置 30 min 后 4 C, 1500Xg 离心 20 min, 用 1.5 mL EP 管 收集 血清 , -20 CR; 


78 ” 预 试 期 和 试验 期 第 2、4、6、8 天 采集 饲 粮 样 品 ， 于 第 2 天 展 饲 前 采集 剩 料 样品 ， 试 验 期 的 
79 第 9 天 活体 采集 乳腺 组 织 样品 ， 采 和 集 方法 参考 《反刍 动物 营养 学 研究 方法 》151。 


80 13 指标 测定 


81 饲 粮 和 剩 料 样品 采集 后 60 CHF 48h 测定 水 分 含量 (GB/T 6435-1986， 强 制 对 流 烘 箱 


82 UFE400, 德国 MEMMERT), 烘 干 样品 粉碎 过 40 目 筷 后 -20 CRF, 用 于 其 他 指标 的 测定 。 


83 ”饲料 常规 参照 国家 标准 分 析 粗 灰分 (GB/T6438-1992， 箱 式 电阻 炉 SRJX-8-13， 天 津 市 泰 斯 


84 ” 特 仪 器 有 限 公 司 )、 粗 脂肪 (GB/T 6433-2006， 粗 脂肪 分 析 仪 SoxtecIMAVANTI 2043, Æ 
85 ”FOSS)、 粗 和 蛋白质 (GB/T6432-1994, 全 自动 凯 氏 定 氮 仪 FOSS KJELTEC 2300, 丹麦 FOSS )。 
86 ”中 性 洗涤 纤维 NDF) 和 酸性 洗涤 纤维 (ADF) 含量 参照 Van Soest 等 09 的 方法 测定 ， 称 取 


87 ”0.5g 左 右 样品 封装 于 纤维 测定 专用 滤 袋 《中 国 农业 大 学 动物 科技 学 院 )， 使 用 全 自动 纤维 分 


88 = Hr (A2000i, SEE] ANKOM) 洗涤 ， 洗 涤 时 滴 加 2 滴 淀 粉 酶 处 理 。 


89 采用 红外 分 光 光 度 法 〈 全 自动 乳 成 分 分 析 仪 Minor-78110, FÆ FOSS) 分 析 乳 蛋白 含 


pn 


。 血 清 中 GH, INS, PRL 含量 采用 南京 建成 生物 工程 研究 所 试剂 盒 测定 。 血 清 中 IGF-1 


$ 量 测定 采用 上 海 酶 联 生 物 科技 有 限 公 司 试剂 盒 测 定 。 


90 


nD 


91 


92 1.4 实时 定量 PCR 分 析 基 因 表达 量 


93 14.1 细胞 总 RNA 提取 


94 乳腺 组 织 在 液 氮 中 研磨 后 提取 乳腺 组 织 总 RNA, 采用 NanoDrop1 000 检测 RNA 纯度 及 


95 ”260 和 280 nm 波长 下 吸光 度 值 的 比 (OD260nm/OD28g0nm), 测定 值 在 1.8~2.0 符合 反 转 录 要 求 。 


96 ”浓度 调整 至 500 ng/nL， 用 于 后 续 反 转录 。 
97 14.2 反 转录 
98 采用 Prime Script™ RT reagent Kit With gDNA Erase (日 本 TaKaRa) 试 剂 盒 进 行 反 转录 。 


99 ” 反 转 录 体系 为 10 uL: 5xPrime Script RT Master Mix 2 uL, 总 RNA 1 uL, 无 RNA 酶 水 7 uL. 


100 ”反应 条 件 为 37 C 15min, 85 C 5s, 4 保存， 获得 cDNA，-20 保存 备用 。 


101 1.4.3 实时 定量 RCR 


102 以 cDNA 为 模板 ， 参 照 TaKaRa 的 SYBR Green 说 明 书 进行 实时 定量 RCR， 选用 广泛 表 
N 103. ” 达 转 录 和 蛋白 (UXT) 基因 为 内 参 。 试验 中 所 用 基因 引物 均 由 华 大 基因 合成 , 引物 序列 见 表 2。 
= x 104 ”其 中 催乳 素 受 体 (PRLR)、 胰 岛 素 受 体 (INSR)、JAK2、STAT5B、ets 结构 域 转录 因子 5(ELF5)、 


105 mTOR、 真 核 翻 译 起 始 因 子 4E 结合 蛋白 1 (eIF4EBP1)、 真 核 翻译 起 始 因 子 4E 结合 蛋白 2 


106 (eIF4EBP2)、 核 糖 体 S6 蛋白 激酶 (ribosomal protein S6 kinase，S6K1)、UXT 基因 引物 序列 


© 107 BL Bionaz 等 申 ，D- 冬 氨 酸 特异 性 半 脱 氨 酸 蛋 白 酶 3(CASP3)、 坏 氧 合 酶 -2 (COX2) 基因 引物 


108 ”序列 参见 De Moraes 等 U4， 脂肪 酸 合 成 酶 (MAS)、Bc1-2、BAX、D- 冬 氨 酸 特异 性 半 胶 氨 酸 蛋白 


~~ 109 WE 8 (CASP8) 基因 引物 序列 参见 Kamemori 等 09;， 肿 瘤 坏死 因子 受 体 1 (TNFR1) 基因 引物 


110 ”序列 参见 Okuda 等 099。 反 应 体系 为 20 uL: 10 uL SYBRSPremix Ex Taq™ II (2x), 0.8 uL 上 


111 ” 游 引 物 、0.8 pL 下游 引物 、2 uLcDNA, 6.4 uL Æ RNA 酶 水 。 反 应 程序 : 第 1 阶段 95 C 30 


112 s; 第 2 阶段 退火 延伸 95 C 5s, 60 C 34s，40 个 循环 。 熔 解 曲 线程 序 为 55 C 30s, 41 


113 个 循环 ,合成 的 cDNA 贮存 于 -20 CHIER, 备用 。 利 用 IQ5 实时 定量 序列 检测 软件 (Bio-Rad 


114 ”versa Doc， 美 国 Bio-Rad) Aa ABA (Ct)， 并 采用 2^4CT 法 分 析 基 因 相 对 表达 量 。 


115 表 2 引物 序列 
116 Table 2 Primer sequence 
i 长 度 
FETA] Genes 引物 序列 Primer sequence (5'-3’) = 
GenBank Number Length/bp 
lice igh, os ATAGCATGGTGACCTGCATCC 
催乳 素 受 体 PRLR L02549 106 
TCTTCGGACTTGCCCTTCTC 
. ey CCCTTCGAGAAAGTGGTGAACA 
胰岛 素 受 体 INSR AY574999 84 


AGCCTGAAGCTCGATGCGATAG 


TGAAGAAAACAGGTAATCAGACTGGA 


Janus 激酶 2 JAK2 DT897449 101 
AACATTTTCTCGCTCAACAGCA 
E E GCAGCTCCAGAACACGTACG 
信号 转 导 与 转录 激活 子 5B STATSB Z72482 101 
CATTGTTGGCTTCTCGGACC 
TGCCCAACACGTCCTTCTG 
ets 结构 域 转录 因子 5 ELFS BT021517 101 


GGAGTCGCAAGCTGTCTGATG 
CGTTCCTCTCAACATGGACACA 


哺乳 动物 雷 帕 霉 素 靶 和 蛋白 mTOR DR113626 101 
AGCTTCTCCGCGTCTTTACAA 
真 核 翻译 起 始 因子 4E 结合 蛋白 1 TTTGAGATGGACATTTAAAGGGC 
BC120290 101 
elFAEBP1 CTTGCATAAGGCCTGGCTG 
真 核 翻译 起 始 因子 4E 结合 蛋白 2 CAAACTGAGCATCATCCCCA 
CB446708 101 
elFAEBP2 CCCCGGCACCTTAATTGAA 
; CAAGCTTGCATGCTAATTTGTCC 
核糖 体 S6 蛋白 激酶 S6K1 DN544771 101 


TTGAGTCCTGATCATGTCGAAGA 
GGCGAGCCTACAAGTACACCTA 


于 一 Kk- 栈 蛋白 CNS3 BC102120 106 
GGACTGTGTTGATCTCAGGTGG 
y D- 冬 氨 酸 特异 性 半 胱 氮 酸 蛋白 酶 3 AAGCCATGGTGAAGAAGGAA 
Al BC123503 134 
a CASP3 GGCAGGCCTGAATAATGAAA 
head B TGCTGAGTTTAACACGCTCTACCA 
-g 环 氧 合 酶 -2 COX2 YP_209208.1 125 
coe) TGAGACCATGTTCCAGTAAGACAGA 
mm eo TCCAGATCTCACGCAAACAG 
= 脂肪 酸 合成 酶 FAS NM_ 174662 150 
N CAGTTGCCTCCCTTCATCAT 
= ATGACTTCTCTCGGCGCTAC 
en B 细胞 淋巴 瘤 -2 Bcl-2 U92434 112 
CTGAAGAGCTCCTCCACCAC 
“a 、 AACATGGAGCTGCAGAGGAT 
> B 淋巴 细胞 瘤 -2 HEX BEA BAX U92569 104 
— CAGTTGAAGTTGCCGTCAGA 
oft. p ACTGGTGCTTCCAGCTCTGT 
© 肿瘤 坏死 因子 受 体 1 TNFR1 U90937 304 
CTCCACCTGGAACATTTCGT 
p= D-X ARR E EFKAR E A 8 TGTCACAATCGCTTCCAGAG 
¢ DQ319070 119 
CASP8 CCGAGGTTTGCTTGTCATTC 
eo TGTGGCCCTTGGATATGGTT 
广泛 表达 转录 蛋白 UXT BC108205 101 
GGTTGTCGCTGAGCTCTGTG 


117 1.5 统计 分 析 


118 每 期 预 试 期 的 呼吸 频率 、 直 肠 温 度 、 乳 蛋白 含量 、 乳 蛋白 产量 、DMI 及 其 他 主要 营养 


Ud 


119 ”物质 采 食 量 平均 值 作为 该 期 试验 期 的 协 变量 , 用 SAS 9.3 中 Mixed 模型 进行 方差 分 析 , 最 小 
120 二 乘 均 数 法 做 平均 值 比较 。P<0.01 为 差异 极 显著 评判 标准 ，P<0.05 为 差异 显著 评判 标准 ， 


le 


121 ”0.05<P<0.10 为 存在 趋势 评判 标准 。 


122 2 结 果 


iM 


123 2.1 环境 THI KYA. FRAKES 


中 


由 表 3 可 知 ， 热 应 激 组 和 配对 限 饲 组 THI 分别 为 82.4 和 64.6， 热 应 激 组 极 显著 高 于 配 


训 激 组 极 显著 提高 了 奶牛 的 呼吸 频率 和 直肠 温 


FE (P<0.01). WR 1 可 看 出 ， 试 验 期 热 应 激 组 THI 日 平均 值 均 高 于 72， 而 预 试 期 和 试验 期 


配对 限 饲 组 低 于 72。 由 表 3 和 图 2 可 知 ， 热 应 激 组 和 配对 限 饲 组 DMI 及 其 他 主要 营养 物质 


分 组 
Grouping 

0.34 <0.001 
0.31 <0.001 
0.12 0.001 
0.94 0.892 
0.165 0.558 
0.025 0.552 
0.454 0.556 
0.246 0.555 


直肠 温度 、 呼 吸 频率 和 采 食 量 


试验 期 


trial period 


天 day 


平均 值 


P {& P-value 


时 间 Time 


0.666 
0.440 
0.171 

<0.001 
<0.001 
<0.001 
<0.001 
<0.001 


egestas 


123456789 


124 
125 ”对 限 饲 组 (P<0.01)。 与 配对 限 饲 组 相 比 ， 热 
126 
127 
128 ” 采 食 量 无 显著 差异 (P>0.05)。 
129 表 3 环境 温 湿 指数 及 奶 4 
130 Table 3. Environmental THI and RT, RP and feed intake of cows 
_ 配对 限 饲 组 。” 热 应 激 组 
项 目 Items 
PRF group HS group 
温 湿 指 数 THI 64.6 82.4 
呼吸 频率 RR/〈 次 /min ) 33.3 77.8 
直肠 温度 RTC 38.5 40.0 
干 物质 采 食 量 DMIkg 10.1 10.2 
粗 蛋 白 采 食量 CP intake/kg 1.70 1.59 
粗 脂肪 采 食量 EE intake/kg 0.25 0.24 
中 性 洗涤 纤维 采 食 量 NDF intake/kg 4.71 4.42 
酸性 洗涤 纤维 采 食 量 ADF intake/kg 2.53 2.37 
82 | 一 一 热 应 激 组 HS 
aol 配对 限 饲 组 PFTN 
25 一 全 … 预 试 期 control period 
76 
74 
T 72 十 epg ccc 
E 70 预 试 期 da 
P 68 control period 
PSI 人工 
iia Lay 
62 
60 
58 
56 
g r 
123456789 
天 day 
131 图 1 预 试 期 和 试验 期 THI 
132 Fig.l Daily mean of THI during pretrial period and trial period 


分 组 x 时 间 
Groupingxtime 
0.962 
0.111 
0.202 
0.654 
0.501 
0.585 
0.578 
0.568 


20 
2 I | = 热 应 激 组 HS 
wy ky AN A | 一 -配对 限 饲 组 PFTN 
= L DE L E ---A--- 预 试 期 control period 
D 16 1 = 
= 预 试 期 ale 试验 期 
= 14 control period trial period 
a 12 
p 
HIE 10 
R 
F 8 
6 
0 
123456789 123456789 
天 Day 天 Day 
133 
134 R2 预 试 期 和 试验 期 DMI 日 平均 值 
135 Fig.2 Daily mean of DMI during pretrial period and trial period 


136 22 热 应 激 对 乳 蛋 白 含 量 和 产量 的 影响 


137 由 表 4 可 知 ， 与 配对 限 饲 组 相 比 ， 热 应 激 组 极 显 著 降 低 了 乳 和 蛋白 含量 和 产量 (P<0.01)。 
138 表 4 ， 热 应 激 对 乳 蛋 白 含量 和 产量 的 影响 
139 Table4 Effects of heat stress on milk protein content and yield 
P {@ P-value 
nai 配对 限 饲 组 《” 热 应 激 组 SN 
ji tems ; 
PRF H 分 组 分 组 x 时 间 
group S group 时 间 Time 
Grouping Groupingxtime 
乳 蛋 白 含量 Milk protein content/% 2.68 2.57 0.029 0.038 <0.001 0.436 
乳 和 蛋白 产量 Milk protein yield/ (g/d) 695 572 38.4 0.048 <0.001 0.378 


140 2.3 热 应 激 对 泌乳 相关 血液 激素 含量 的 影响 


141 由 表 5 可 知 ， 热 应 激 组 奶牛 血液 中 GH. INS 


142 显著 (P>0.05)。 


、PRL & IGF-1 含量 与 配对 限 饲 组 差异 不 


143 表 5 热 应 激 对 泌乳 相关 血液 激素 含量 的 影响 
144 Table 5 Effects of heat stress on blood hormone contents involved in lactation 
` P {& P-value 

配对 限 饲 组 。 热 应 激 组 | 
项 目 Items SEM 分 组 时 间 分 组 x 时 间 

PRF group HS group 

Grouping Time Groupingxtime 
生长 激素 GH/ (ng/mL) 7.79 8.94 1.678 0.545 0.021 0.896 
HIA INS/ (mU/L) 31.59 37.27 5.296 0.362 0.004 0.519 


iv 合 人 


ChinaX | {FH 
类 胰岛 素 样 生 长 因子 1 IGF-1/ (ug/L) 28.69 27.35 3.396 0.719 0.589 0.631 
催乳 素 PRL/ (ng/mL) 380.52 327.79 94.149 0.608 0.208 0.965 
145 2.4 热 应 激 对 乳腺 细胞 中 JAK-STAT 和 mTOR 信号 通路 表达 量 的 影响 
146 由 表 6 可 知 ， 相 对 于 配对 限 饲 组 ， 热 应 激 组 显著 提高 了 PRLR 基因 表达 量 (P<0.05), 而 


147 ”对 INSR 基因 表达 量 的 影响 不 显著 (P>0.05)。 热 应 激 对 JAK-STAT 通路 基因 (JAK2、STAT5B、 


148 ”ELF5) 表达 量 的 影响 不 显著 (P>0.05), 对 mTOR 通路 基因 (mTOR, elF4EBP1, elF4EBP2, 


149 S6K1) 中 mTOR 和 S6K1 基因 表达 量 有 显著 的 影响 (P<0.05) 或 有 显著 影响 的 趋势 


150 (0.05<P<0.10)。 与 配对 限 饲 组 相 比 ， 热 应 激 显 著 提高 了 mTOR 基因 表达 量 (P<0.05), H. 


151 ”有 提高 S6K1 基因 表达 量 的 趋势 (0.05<P<0.10), Xt eIF4EBP1 及 eIF4EBP2 的 基因 表达 量 没 


152 “有 显著 的 影响 CP>0.05). 


153 表 6 热 应 激 对 JAK-STAT 和 mTOR 信和 号 通路 基因 表达 量 的 影响 
154 Table 6 Effects of heat stress on gene expressions of JAK-STAT and mTOR pathways 
配对 限 饲 热 应 激 P {Ñ P-value 
项 目 Items 组 PRF 组 HS SEM 分 组 分 组 x 时 间 
re group group Grouping Groupingxtime 
~ 催乳 素 受 休 PRLR 1.00 1.60 0.175 0.027 0.016 
5 庚 岛 素 受 体 INSR 1.00 1.08 0.217 0.756 0.393 
Janus 激酶 2 JAK2 1.00 1.08 0.156 0.648 0.434 
童 号 转 导 与 转录 激活 子 STAT5B 1.00 1.34 0.636 0.617 0.433 
ets 结构 域 转录 因子 5 ELF5 1.00 1.00 0.427 0.997 0.578 
WG PLZ) E Wee AEE A mTOR 1.00 1.39 0.040 0.011 0.521 
真 核 翻 译 起 始 因子 4E 结合 蛋白 1 1.00 
once 1.38 0.637 0.583 0.857 
真 核 翻译 起 始 因子 4E 结合 蛋白 2 1.00 
eee 1.23 0.518 0.684 0.412 
核糖 体 s6 蛋白 激酶 S6K1 1.00 1.33 0.094 0.071 0.332 
k 一 酪 蛋白 CNS3 1.00 0.86 0.212 0.567 0.604 


155 2.5 热 应 激 对 乳腺 细胞 中 细胞 凋 亡 相关 基因 表达 量 的 影响 
HÆ 7 可 知 ， 与 配对 限 饲 组 相 比 ， 热 应 激 组 提高 了 乳腺 细胞 中 CASP3 (P<0.05). COX2 


156 


EEL 


157 (P<0.05) 和 BAX 的 基因 表达 量 (0.05<P<0.10)， 而 对 FAS, Bcl-2, TNFR1 和 CASP8 基因 


158 ”表达 量 影响 不 显著 CP>0.05). 


159 表 7 热 应 激 对 细胞 凋 亡 相 关 基 因 表 达 量 的 影响 
160 Table 7 Effects of heat stress on expression of gene involved in apoptosis 
配对 限 饲 。 热 应 激 组 P 值 P-value 
项 目 Items SEM 


组 PRF HS group 分 组 分 组 x 时 间 


161 


162 


163 


164 


165 


166 


167 


168 


169 


170 


171 


172 


173 


174 


175 


176 


177 


178 


179 


180 


181 


ChinaXiv 合 
group Grouping Groupingxtime 
天 冬 氮 酸 特异 性 半 胱 氨 酸 蛋白 酶 3 1.00 
2.64 0.293 0.031 0.687 
CASP3 
环 氧 合 酶 -2 COX2 1.00 3.82 0.647 0.049 0.478 
脂肪 酸 合成 酶 FAS 1.00 1.47 0.218 0.167 0.926 
B 细胞 淋巴 瘤 -2 Bcl-2 1.00 1.00 0.277 0.991 0.243 
B 细胞 淋巴 瘤 -2 相关 X 蛋白 BAX 1.00 1.30 0.067 0.059 0.043 
肿瘤 坏死 因子 受 体 1 TNFR1 1.00 1.16 0.108 0.282 0.126 
D- 天 冬 氨 酸 特异 性 半 胶 氨 酸 和 蛋白酶 8 1.00 
1.01 0.194 0.951 0.168 
CASP8 
3 讨 论 


当 THI 超 过 72 时 奶牛 的 生产 性 能 开始 出 现 明显 下 降 , 故 将 72 作为 热 应 激 的 THI RHEN, 


然而 Zimbleman 等 20 研 究 发 现 , 当 THI 超过 68 时 高 产 奶 牛 已 经 开始 出 现 热 应 激 反应 ， 且 当 


THI 等 于 68 时 每 24h 产 奶 量 下 降 2.2 kg。 本 研究 中 ， 试 验 期 热 应 激 组 平均 THI 为 82.4， 


试验 期 每 天 THI 平 均值 均 高 于 72, 而 预 试 期 和 试验 期 配对 限 饲 组 每 天 THI 平 均值 均 低 于 68, 
满足 热 应 激 组 和 非 热 应 激 组 的 TH 要 求 。 与 配对 限 饲 组 相 比 ， 热 应 激 显著 提高 了 奶牛 的 呼 
吸 频率 和 直肠 温度 。 综 合 以 上 数据 可 知 ， 本 试验 的 热 应 激 和 非 热 应 激 模型 构建 成 功 。 


大 量 研究 表明 ， 当 THI 高 于 72 时 会 引起 奶牛 DMI 的 下 降 21-22， 同 时 引起 乳 蛋 白 含量 下 


降 忆 ,降低 乳品 质 。 进 一 步 的 研究 发 现 , 热 应 激 时 DMI 的 下 降 只 能 解释 部 分 乳 蛋 白 下 降 0019， 


剩余 部 分 的 乳 蛋 白 下 降 由 热 应 激 直接 引起 。 本 研究 中 热 应 激 组 与 配对 限 饲 组 的 乳 蛋 白 含量 和 


产量 均 随 着 热 应 激 时 间 的 延长 而 下 降 , 但 配对 限 饲 组 的 乳 蛋 白 含量 在 试验 期 的 最 后 2 d 有 升 
高 的 趋势 , 这 可 能 与 产 奶 量 下 降 后 乳 和 蛋白 的 浓缩 有 关 。 综 合 以 上 数据 提示 ， 热 应 激 通过 DMI 
下 降 引 起 乳 蛋 白 下 降 的 同时 还 会 通过 其 他 途径 引起 乳 蛋 白 的 降低 。 


lin 


FLAS A A Se BPS a Pes A), rp Ee fie GH. PRL. INS 及 IGF-15!, GH 


对 促进 生长 发 育 及 泌乳 有 重要 的 作用 , 主要 通过 调节 机 体能 量 平 衡 及 增加 机 体 蛋 白质 的 合成 
来 产生 作用 鸣 。PRL 的 主要 作用 是 促进 乳腺 生长 发 育 、 发 动 和 维持 泌乳 。INS 是 由 胰岛 B 
细胞 分 泌 的 一 种 蛋白 质 激 素 ， 是 机 体内 唯一 降低 血液 GLU 的 激素 ， 同 时 促进 糖 原 、 脂 肪 、 
蛋白 质 的 合成 。 研 究 表明 , 增加 血液 中 INS 含量 可 明显 增加 乳腺 血 流量 ， 提 高 产 奶 量 2529。 
IGF-1 除 可 作为 GH 发 挥 作用 的 中 介 物 质 以 外 ， 还 可 通过 作用 于 其 受 体 介 导 的 信号 通路 促进 
乳腺 上 皮 细 胞 增殖 和 用 泡 的 形成 271。 


ray 


目前 关于 热 应 激 对 泌乳 相关 激素 影响 的 报道 不 完全 一 致 。 宋 代 军 等 2 研究 表明 ， 各 热 应 


人 作 基 日 二 || 
| F HH | I 


ChinaXiv 合 1 
182 


激 期 泌乳 前 、 中 期 奶 4 


183 


而 Itoh 等 B06 


184 


血清 INS 含量 有 下 降 的 趋势 ， 这 与 Herbein 等 29 的 研究 结果 一 致 ， 然 
究 发 现 , 热 应 激 可 显著 提高 泌乳 期 奶牛 圭 


泌乳 前 、 中 、 后 期 的 奶牛 在 热 应 激 期 的 
185 


液 INS 含量 .宋代 军 等 Ps 


f 究 表明 ， 


法 
q 


186 


Æ 


60 却 得 到 相反 的 结果 。 热 应 激 对 GH 的 


国标 等 
影响 ， 目 前 研究 基本 一 致 ， 热 应 激 可 降低 奶牛 1 
中 GH 的 含量 或 有 降低 的 趋势 043233。 热 应 激 对 IGF-1 的 影 
等 0 认为 热 应 激 可 降低 IGF-1 的 含量 ， 而 McGuire 等 B3 


187 


188 ”有 


响 并 没有 太 多 的 报道 


， Rhoads 


研究 发 现 热 应 激 对 IGF-1 含 
向 。 本 研究 中 ， 和 配对 限 饲 组 相 比 ， 热 应 激 对 
189 


量 并 没 
液 GH、INS、PRL、IGF-1 含量 并 


lin 


， 这 可 能 与 试验 动物 的 数量 较 少 有 关 。 
190 乳香 白 基 因 表 达 的 过 程 主 要 包括 
> 191 


口 


192 


E DNA 的 转录 和 mRNA 的 翻译 。 研究 发 现 , PRL、INS、 
GH、 糖 皮质 激素 、IGF-1 等 对 泌乳 有 直接 或 间接 的 影响 ， 主 要 通过 JAK-STAT 和 mTOR 等 
193 
(<) 


信号 通路 作用 于 转录 和 翻译 的 起 始 及 延 但 


阶段 来 调控 和 蛋白质 的 合成 加, PRL 或 GH 与 相应 的 
受 体 结 合 后 引起 受 体 分 子 的 二 聚 体 化 ， 这 使 得 与 受 体 偶 联 的 JAK 相互 接近 并 通过 交互 的 本 
194 
N 195 


196 


H 


a 
氨 酸 磷酸 化 作用 而 活化 。JAK 激活 后 催化 受 体 上 的 栈 氨 酸 残 基 发 生 磷 酸化 修饰 ， 继 而 这 些 
磷酸 化 的 酷 氨 酸 位 点 与 周围 
白 被 招募 到 这 个 “ 停 ; 


197 


的 氨基 酸 序列 形成 “停泊 位 点 (docking site) ”， 同 时 STATS 4 


活化 的 STATS 以 二 聚 体 的 形式 ; 


位 点 ”。 最 后 , JAK 催化 结合 在 受 体 上 的 STATS 和 蛋白 发 生 磷 酸化 修饰 ， 
198 


199 


因 的 转录 ， 


入 细胞 核 内 与 7 干扰 素 激 活 序 列 (GAS) 位 点 结合 ， 诱 导 
ELF5、SOCS1、SOCS2 和 乳 和 蛋白 基 


200 


201 


与 e[F4G 和 eIF4A 结合 
202 ”对 含有 5“ 端 非 翻译 


中 ELFS 在 调节 乳腺 中 STATS 活性 方面 发 
挥 着 重要 作用 B43604。mTOR 通路 中 起 主要 作用 的 是 mTOR 复合 物 1 (mTORcl), mTORcl1 
可 以 磷酸 化 eIF4EBP 的 某 些 位 点 ， 使 其 与 真 核 翻译 起 始 因 


子 (eIF) 4E 解 离 , 使 eIF4E 可 以 
成 eIF4E。eIF4G。eIF4A 复合 物 。eIF4E*eIF4G*eIF4A 复合 物 被 认为 


203 


204 


区 (5° -UTR) 二 级 结构 的 mRNA WANE A EEE) 
使 5“ -UTR WIRE, AAFP OEE 


mi 


J57, W 


为 eIF4A 可 
的 进行 ， 使 核糖 体能 够 快速 定位 到 mRNA 的 
起 始 密码 子 ， 从 而 促进 翻译 的 进行 。mTORcl 可 介 导 S6K1 的 磷酸 化 ，S6K1 可 磷酸 化 核糖 


205 


206 


体 S6 (rpS6)、eIF4B 、SKAR (S6K1 Aly/REF-like target) 和 真 核 细 胞 翻译 延长 因 
激酶 ， 进 而 影响 mRNA 翻译 的 起 始 和 延伸 阶段 B31。 
热 应 激 对 奶牛 乳腺 名 


207 


子 2(eEF2) 


208 


胞 中 JAK-STAT 和 mTOR 


通路 的 影响 目前 尚未 见报 道 。Yoshihara 
等 B9 在 老鼠 上 的 研究 表明 热 应 激 对 mTOR 和 eIF4EBP1 基因 


表达 量 并 没有 显著 的 影响 。 在 人 


ninaXiv 合 作 期 刊 


209 ”肌肉 细胞 上 的 研究 表明 ， 热 应 激 可 增加 mTOR, S6K1 的 磷酸 化 水 平 ， 降 低 eIF4EBP1 的 磷 
210 ”酸化 水 平 ,但 在 热 应 激 1 h 后 eIF4EBP1 磷酸 化 水 平 恢复 到 热 应 激 之 前 的 水 平 kl。 本 研究 中 ， 


211 MWA JAK-STAT 通路 基因 表达 量 并 没有 显著 的 影响 ， 但 是 显著 增加 了 mTOR 基因 的 
， 并 有 增加 S6K1 基因 表达 量 的 趋势 。 本 研究 中 热 应 激 对 于 CSN3 基因 的 表达 量 并 没有 
213 ”显著 的 影响 ,然而 胡 菌 等 外 在 体外 培养 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 上 研究 发 现 ， 热 应 激 可 降低 乳腺 上 
214 ” 皮 细 胞 中 乳 蛋 白 uS1- 酷 蛋白 和 B- 酷 蛋白 的 基因 的 表达 量 ， 试 验 结果 的 不 同 可 能 与 体内 试验 
215 ”和 体外 培养 细胞 的 差异 以 及 热 应 激 的 程度 ( 胡 菌 等 四 : 42 °C, 本 研究 :平均 直肠 温度 40.0 °C) 


la 


212 3 


216 ”不 同 造成 。 综 合 以 上 数据 ， 提 示 热 应 激 可 能 并 没有 通过 JAK-STAT 和 mTOR 通路 影响 乳 蛋 


217 ”和 白 的 合成 ， 且 CSN3 基因 的 表达 量 可 能 并 没有 受到 热 应 激 的 显著 影响 。 
218 大 量 研究 表明 ， 热 应 激 能 降低 细胞 的 活力 ,诱导 细胞 凋 亡 581。 通 过 体外 培养 乳腺 细胞 ， 

219 ” 周 振 峰 等 "发 现 高 温 抑 制 乳 腺 上 皮 细 胞 正常 生长 ， 促 使 细胞 凋 亡 ， 胡 萝 等 外 发 现 热 应 激 上 调 
220 ”了 乳腺 细胞 中 促 凋 亡 基因 BAX 的 表达 量 ， 而 抑制 凋 亡 基因 Bc1-2 先 上 调 后 下 调 。 限 于 无 法 直 


221 ， 接 测定 活体 乳腺 组 织 中 乳腺 细胞 凋 亡 数量 ,本 研究 选择 了 几 个 和 细胞 凋 亡 相关 的 基因 , 通过 
222 ”实时 定量 PCR 分 析 相 关 基因 表达 量 来 了 解 热 应 激 对 乳腺 细胞 凋 亡 的 影响 。 研 究 发 现 ， 热 应 


223 ” 激 显 著 增 加 了 乳腺 细胞 中 与 细胞 调 亡 相关 的 基因 CASP3. COX2 的 表达 量 ， 且 有 增加 BAX 
224 ”表达 量 的 趋势 ， 而 抑制 凋 亡 基因 Bc1-2 的 表达 量 并 未 受到 影响 ， 提 示 热 应 激 可 能 降低 了 活体 
225 ”乳腺 组 织 中 乳腺 细胞 的 活力 ， 促 进 了 乳腺 细胞 的 凋 亡 。 

226 综合 得 出 ， 与 配对 限 饲 组 相 比 ， 热 应 激 降低 了 乳 蛋 白 的 含量 和 产量 ， 而 与 乳 蛋 白 合 成 相 


227 ” 关 的 信号 通路 (JAK-STAT 和 mTOR 通 路) 的 基因 表达 量 并 没有 下 降 ， 提 示 热 应 激 可 能 并 没 


228 “有 通过 JAK-STAT 和 mTOR 通 路 影响 乳腺 细胞 合成 乳 和 蛋白 的 能 力 。 与 体外 研究 的 结果 凹 一 致 的 


229 ”是 ， 热 应 激增 加 了 活体 乳腺 细胞 中 与 细胞 凋 亡 相关 的 基因 (CASP3、COX2、BAX) 的 表达 
230 ” 量 或 有 增加 的 趋势 ， 显示 热 应 激 可 能 诱导 了 活体 乳腺 细胞 的 凋 亡 。 综合 考虑 ， 热 应 激 可 能 并 


231 ”不 是 通过 调控 单个 乳腺 细胞 合成 她 蛋 白 的 能 力 来 影响 乳 和 蛋白 的 含量 和 产量 , 而 是 通过 诱导 乳 
232 = 腺 细胞 的 凋 亡 ， 减 少 可 用 于 乳 和 蛋白 合成 的 乳腺 细胞 的 数量 来 影响 乳 和 蛋白 的 含量 和 产量 。 
233 但 是 由 于 目前 研究 技术 的 限制 ， 不 能 活体 检测 奶牛 乳腺 组 织 中 乳腺 细胞 凋 亡 的 情况 ， 尚 
234 ”不 能 充分 证 明 热 应 激 可 诱导 活体 乳腺 细胞 的 凋 亡 , 需要 进一步 的 改进 和 提升 研究 技术 , 进 一 
235. 步 研究 热 应 激 引 起 乳 蛋 白 下 降 的 原因 , 为 采取 相关 措施 绥 解 热 应 激 引 起 的 乳 和 蛋白 下 降 提 供 理 
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4 45 论 
热 应 激 可 能 并 不 是 通过 调控 单个 乳腺 细胞 合成 乳 和 蛋白 的 能 力 来 影响 乳 和 蛋白 的 含量 和 产 

量 ， 而 是 通过 诱导 乳腺 细胞 的 凋 亡 ， 减 少 可 用 于 乳 蛋 白 合 成 的 乳腺 细胞 的 数量 来 影响 的 。 
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Heat-Stress Decreases Milk Protein through Induction of Mammary Cells Apoptosis of Cows 


GAO Shengtao! GUO Jiang! QUAN Suyu! NAN Xuemei! BU Dengpan!?* 
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Abstract: This experiment was conducted to investigate the relationship among the decrease of 
milk protein content and yield under heat stress, hormones related to lactation, pathways involved 
in milk protein synthesis, and apoptosis of mammary cells, and to find reasons for milk protein 
decline caused by heat stress. Four healthy multiparous lactating Holstein cows with similar days 
in milk, body weight and milk yield were used as experiment animals. Crossover design was 
applied, there were two experimental periods, and each period lasted for 18 days (9 d of pretrial 
period, and 9 d of trail period) with 30 d between the two periods. Cows in pretrial period were 
exposed to thermal neutral conditions and allowed to eat ad libitum. Cows in trial period were 
randomly divided into two groups (n=2), which were heat stress group and pair-restricted 
feeding group. The results showed as follows: 1) heat stress significantly decreased milk protein 
yield and content (P<0.01). 2) Heat stress had no significant influence on Janus kinase 
(JAK)-signal transducer and activator of transcription (STAT) pathway and «-casein (CSN3) gene 
expression (P>0.05). 3) In mTOR pathway, heat stress significantly increased the expression of 
mammalian target of rapamycin (mTOR) gene (P<0.05), and had the tendency to increase the 
expression of ribosomal protein S6 kinase (S6K1) gene (0.05<P<0.10). 4) Heat stress significantly 
increased the expressions of Caspase-3 (CASP3) and cyclooxygenase-2 (COX2) genes involved in 
apoptosis (P<0.05), and had the tendency to increase the expression of B-cell 
lymphoma-2-associated X protein (BAX) (0.05<P<0.10). It is concluded that heat stress may not 
be able to decline milk protein content and yield through regulating the capacity of individual 
mammary cells, but thorough induction of apoptosis of the mammary cells and decrease of the 
quantity of mammary cells used for milk protein synthesis. 


Key words: heat stress; milk protein; JAK-STAT; mTOR; apoptosis 


